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Abstrakt 
Cílem práce je studium bioremediace p-nitrofenolu pomocí bakterie Cupriavidus necator. 
V teoretické části je zpracován přehled organických polutantů a bioremediačních technologií 
sloužících k jejich odstranění ze životního prostředí. V experimentální části byla pro 
biodegradaci p-nitrofenolu použita bakterie Cupriavidus necator H16 a její mutantní kmen 
Cupriavidus necator H16/PHB-4 neschopný akumulace PHB. Biodegradační testy byly 
provedeny s různými koncentracemi p-nitrofenolu a také za neoptimálních teplotních 
podmínek. V průběhu testů byla kromě koncentrace p-nitrofenolu stanovována také viabilita 
bakteriálních buněk pomocí průtokové cytometrie. Při 4 °C se jevila jako odolnější bakterie 
Cupriavidus necator H16, avšak kmen Cupriavidus necator H16/PHB-4 byl odolnější při 
37 °C. Biodegradace p-nitrofenolu byla také studována ve fermentoru, kdy došlo během 51 
hodin k degradaci 65 % p-nitrofenolu. Navíc byl v průběhu fermentace pozorován posun 
vlnové délky maxima v absorpčním spektru p-nitrofenolu z 401 nm na 384 nm. Vedle p-
nitrofenolu stanovovaného spektrofotometricky bylo analyzováno i množství PHB pomocí 
plynové chromatografie s FID detektorem, jehož maximálního obsahu PHB bylo dosaženo ve 
20. hodině kultivace. 
 
Abstract 
The aim of this work is the study of bioremediation of p-nitrophenol using bacteria 
Cupriavidus necator. The theoretical part contains a summary of organic pollutants and the 
bioremediation aproaches  used to remove them from the environment. In the experimental 
part of this work we  used bacteria Cupriavidus necator H16 and its mutant strain 
Cupriavidus necator H16/PHB-4 unable of PHB accumulation. The experiments were 
performed with different concetrations of p-nitrophenol and also under none-optimal 
conditions. Apart from concentration of p-nitrophenol, viability of the bacterial cultures was 
determined by flow cytometry. During cultivation in progress for sub-optimal conditions with 
a concentration of 50 mg·l-1 p-nitrophenol at 4°C using a flow cytometer seemed more 
resistant bacteria Cupriavidus necator H16. On the contrary strain Cupriavidus necator 
H16/PHB-4 was more resistant at 37 °C.  The biodegradation assay was also performed in      
fermentor, during 51 hours lasting cultivation, bacterial culture degraded 65 % of p-
nitrophenol and moreover decreased wavelenght of maximum in absorption spectra from 
401 m to 384 nm was observed.  The quantity of PHB was analyzed by gas chromatography 
with FID detector along with the p-nitrophenol determined by spectrophotometry, whose 
maximum content of PHB was achieved in 20 hour of cultivation. 
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Bioremediace, p-nitrofenol, organické polutanty, Cupriavidus necator H16, Cupriavidus 
necator PHB-4 
 
Keywords 
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necator PHB-4 
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1 ÚVOD 
Voda, půda, vzduch a prostředí, ve kterém žijí rozsáhlé populace živočichů a rostlin, jsou 
kontaminovány v důsledku lidské činnosti nejrůznějšími syntetickými látkami nazývanými 
jako polutanty nebo kontaminanty. Mnoho těchto látek má tendenci perzistovat, což znamená, 
že jsou obtížně rozložitelné a mají schopnost se akumulovat v potravním řetězci. Tudíž 
představují nebezpečí nejen pro životní prostředí, ale i pro lidské zdraví.  
Odstraňování polutantů z kontaminované oblasti využitím biologického systému se nazývá 
bioremediace. Tato technologie využívá mikroorganismy a rostliny k úplnému rozkladu 
polutantů na oxid uhličitý a vodu (mineralizace) nebo jejich transformaci na látky méně 
toxické. Velkou výhodou bioremediace jsou ve srovnání s fyzikálně-chemickými metodami 
nízké náklady a šetrnost k životnímu prostředí. Avšak i tato technologie má nevýhody, jako 
jsou např. delší doba procesu dekontaminace a jeho monitorování nebo omezené využití pro 
anorganické sloučeniny. Důležitým procesem je správný výběr sanační metody závisející na 
charakterizaci kontaminované oblasti a polutantu.  
Zemědělsky využívané půdy a odpadní vody jsou kontaminovány zejména pesticidy a 
deriváty od nich odvozených. Do životního prostředí se tyto látky dostávají nedbalostí při 
jejich výrobě či nesprávným skladováním. V kontaminované lokalitě se časem polutanty 
samy rozkládají za vzniku nových sloučenin, které pak mohou být velmi obtížně 
analyzovatelné. Bioremediace nachází využití při dekontaminaci podzemních a odpadních 
vod, kalů, půd i plynů.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Rozdělení bioremediačních technologií 
Bioremediace je biodegradační metoda, kdy dochází pomocí mikroorganismů a vyšších 
organismů k rozkladu toxických organických sloučenin na látky neškodné pro životní 
prostředí [1]. Cílem bioremediace je degradace organického polutantu pod hranici detekčního 
limitu stanoveného příslušnou vyhláškou. V současné době se bioremediační technologie 
soustřeďují zejména na degradaci ropných produktů, polycyklických aromatických 
uhlovodíků, chlorovaných aromatických a alifatických uhlovodíků. Bioremediační techniky 
se rozdělují podle způsobu jejich provedení na in situ nebo ex situ. [5] 
2.1.1 In situ bioremediační technologie 
In situ technologiemi dochází k degradaci přímo v kontaminované oblasti. Výhodou těchto 
metod jsou poměrně nízké náklady. Avšak jejich průběh je pomalejší a obtížně 
kontrolovatelný. [1] 
In situ bioremediace můžou probíhat ve dvou různých uspořádáních, a to přirozeném 
a technicky urychleném. Pokud je činnost přirozených mikroorganismů dostatečně velká 
a není potřeba přivádět živiny ani mikroorganismy, jedná se o přirozenou bioremediaci. Při 
technicky urychlené bioremediaci je do kontaminované oblasti zaváděn kyslík 
prostřednictvím vzduchu nebo peroxidu vodíku, živiny nebo specifické kmeny 
mikroorganismů. [2] 
2.1.1.1 Přirozená atenuace 
Přirozená atenuace je proces přirozeného snižování kontaminace, kdy se za příznivých 
podmínek a bez lidského zásahu snižuje koncentrace a toxicita jednotlivých polutantů 
znečišťujících životní prostředí. Může být také označována jako bioatenuace nebo pasivní 
bioremediace. [3] 
Široké spektrum uhlovodíků může být degradováno mikroorganismy prostřednictvím 
přenosu elektronů v redoxních reakcích. Redoxními procesy dochází k oxidaci elektronových 
donorů a redukci elektronových akceptorů. Při aerobním procesu slouží jako akceptor 
elektronů kyslík rozpuštěný ve vodě. Při anaerobních procesech jsou akceptory elektronů 
dusičnany, sírany a ionty Fe3+. Aerobní degradace kontaminantů probíhá mnohem rychleji než 
anaerobní, avšak kvůli poměrně nízké rozpustnosti kyslíku ve vodě často dochází k přechodu 
do anaerobních podmínek [4]. Produkty vzniklé degradací za aerobních podmínek jsou oxid 
uhličitý a voda, zatímco anaerobním rozkladem vzniká oxid uhličitý, voda, metan, vodík 
a jiné sloučeniny. Kromě elektronových akceptorů určují rychlost degradace také minerální 
látky a přítomnost vody. [3] 
Velkou výhodou této metody je její nenáročnost a nízká cena, nevýhodou je delší doba 
procesu odbourávání polutantu a s tím spojený dlouhodobý monitoring, který může trvat 
i několik let [3]. Přirozená atenuace se využívá v prostředích s dlouhodobým selekčním 
tlakem, především pro ropné a chlorované uhlovodíky. [5] 
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2.1.1.2 Bioaugmentace 
Bioaugmentace je definována jako zavedení specifických kmenů nebo konsorcií 
mikroorganismů s cílem urychlit a zvýšit účinnost odstranění polutantů z kontaminovaných 
oblastí. Důvodem využití bioaugmentace je neschopnost původních mikroorganismů 
degradovat přítomný polutant nebo sterilita prostředí kvůli vysoké toxicitě polutantu [6]. 
Proto je nutné zavádět umělé zaočkování mikroorganismy, u nichž byla prokázána 
aklimatizace k polutantu za laboratorních podmínek. [1] 
Před vlastní inokulací mikroorganismů je nutná úprava prostředí tak, aby došlo k co 
nejmenšímu ovlivnění životaschopnosti této populace. Touto inokulací se zkracuje 
aklimatizační doba a jen umožněna degradace perzistujících sloučenin. [1] 
Selhání bioaugmentace je nejčastěji způsobeno nedostatečnou adaptací inokulovaných 
mikroorganismů na dané podmínky, nedostatkem substrátu, přednostním využití jiných 
organických substrátů než je polutant a přítomností predátorů. Pro bioaugmentaci je 
výhodnější použití mikrobiálního konsorcia než čisté kultury, neboť poskytuje metabolickou 
různorodost a odolnost, která je potřebná pro aplikaci v terénu [7]. Tato metoda stále ještě 
není příliš rozšířena, jelikož účinky bioaugmentace jsou obtížně předvídatelné a kontrolované. 
[6] 
2.1.1.3 Biostimulace 
Při dodání živin přirozeně se vyskytující mikrobiální populaci dochází ke stimulaci jejího 
počtu a aktivity. Biostimulace poskytuje vhodné živiny a podmínky pro původní i vnesené 
mikroorganismy. Kromě zdroje uhlíku potřebují mikroorganimy pro svůj růst i jiné prvky, 
jedná se zejména o dusík, fosfor a síru. Podmínky mikrobiální degradace v přírodním 
prostředí mohou být zlepšeny také dosažením optimálních hodnot pH a obsahu vlhkosti. [7] 
2.1.1.4 Biosparging 
Při biospargingu jsou vzduch nebo kyslík, popřípadě živiny vtlačovány do saturované 
oblasti, tj. pod hladinou podzemní vody a tím zvyšují biologickou aktivitu původních 
mikroorganismů. Pokud jsou v saturované oblasti přítomny těkavé složky, probíhá často 
biosparging v kombinaci s bioventingem nebo vakuovou extrakcí par [8]. Tato technologie je 
využívána především pro čištění spodních vod kontaminovaných ropnými uhlovodíky. [1] 
2.1.1.5 Bioventing 
Bioventing využívá původních mikroorganismů k biodegradaci organických polutantů 
absorbovaných v půdě nesaturované zóny, tj. nad hladinou podzemní vody. Při této metodě 
dochází ke vtlačování vzduchu pod tlakem nebo jeho odsáváním ze speciálních ventingových 
vrtů v procesu vakuové extrakce. Vakuová extrakce vzduchu je vhodnější pro povrchové 
znečištění, zatímco vtlačování vzduchu má lepší výsledky u hloubkových znečištění. [8] 
Při bioventingu je atmosférický vzduch vháněn vstupním vrtem, prochází půdou a tím 
snižuje tlak. Kyslík je spotřebováván v důsledku aerobní degradace kontaminantů a odchází 
výstupním pasivním vrtem. V jiném případě může vzduch do půdy vstupovat pasivně a být 
z ní extrahován [9]. Na rozdíl od klasického ventingu je bioventing charakterizován nízkým 
průtokem plynu, který je v půdě zadržován a tím snižuje možnost vypařování kontaminantu. 
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Tato technologie je využívána především v oblastech, kde nelze provádět zemní práce, 
v horninovém prostředí nebo při hloubkových kontaminacích půdy. V těchto oblastech by 
totiž bylo odtěžení půdy ekonomicky velmi náročné. [1] 
Metoda je využívána především pro odstranění ropných látek (paliva, benzín), 
polyaromatických uhlovodíků (PAUs), benzenu, toluenu, ethylbenzenu a xylenu (BTEX), 
fenolů, chloroformu, chlorbenzenu a vinylchloridu. [5] 
 
 
Obrázek 1: Základní schéma bioventingu [5] 
2.1.2 Ex situ bioremediační technologie 
Při ex situ technologiích dochází k vytěžení kontaminovaného materiálu z původní lokality 
a jeho následném zpracování. Jelikož je celý proces biodegradace u ex situ metod 
kontrolován, dochází k minimalizování rizika kontaminace. Pokud k biodegradačnímu 
procesu dochází v bioreaktoru nebo na dekontaminační ploše až po převozu kontaminovaného 
materiálu, nazývá se tato technologie off site. Degradace probíhající na místě odstranění 
kontaminantů bývá nazývána jako on site technologie. [5] 
2.1.2.1 Záhonový způsob 
Záhonový způsob, nazývaný také jako landfarming method, se využívá především pro 
dekontaminaci půd znečištěných ropnými uhlovodíky. Degradace většinou probíhá v halách 
opatřených nepropustnou podlahovou krytinou, kde je půda hnojena, zavlažována, vzdušněna 
a proorávána [1]. Po úpravě zeminy může být v případě potřeby provedena inokulace 
rozstřikem bakteriální suspenze [10]. Důležitý je také odvod přebytečné kontaminované vody 
do podzemních nádrží, který probíhá pomocí drenáží v podlahové krytině. Vzduch je 
dočišťován pomocí chemických nebo biologických filtrů. Z koncentrace kontaminujícího 
např. ropného uhlovodíku se pro vyšší úspěšnost odvozuje nutné množství přidaného dusíku 
a fosforu. [1] 
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2.1.2.2 Kompostování 
Při kompostování dochází ke smísení kontaminované zeminy s pevným organickým 
materiálem a jejímu obohacení o zdroj dusíku, fosforu, popřípadě dalších anorganických živin 
[5]. Jako pevný organický materiál se využívá sláma, piliny nebo kůra. Při této metodě se 
materiál navrství do vysokých hromad, které jsou vlhčeny a provzdušňovány mechanicky 
nebo soustavou trubek připojených na kompresor [1]. V průběhu rozkladu organických látek 
dochází ke zvýšení teploty na 50–60 °C v důsledku činnosti mikroorganismů. Proces 
degradace může probíhat za aerobních i anaerobních podmínek [10]. Touto technologií jsou 
odstraňovány PAUs, chlorované fenoly a těžké oleje. [5]  
 
 
Obrázek 2: Velkokapacitní kompostárna [5] 
2.1.2.3 Biodegradace v kalu 
Tato technologie je využívána pro čistění kontaminovaných půd, ale i kalů nebo 
sedimentů. Pokud při dekontaminaci vznikají nebezpečné meziprodukty, degradace probíhá 
ve speciálních reaktorech. Jinak dochází k degradaci přímo v lagunách. Velkou výhodou 
biodegradace v reaktorech je poměrně krátká doba dekontaminace a snížení rizik, které 
mohou vzniknout během přírodních procesů v otevřené lokalitě. Touto metodou jsou 
degradovány zejména fenoly a krezoáty. [1] 
 
 
Obrázek 3: Laguna kontaminovaná fenoly [1] 
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Tabulka 1: Rozdělění dekontaminačních technologií [1], [5], [7], [8], [14] 
In situ 
 
Technologie Použití pro organické polutanty 
Přirozená atenuace Halogenovaná rozpouštědla, ropné 
uhlovodíky 
Bioaugmentace PAHs, PCBs, ropné uhlovodíky 
Biostimulace PCBs, chlorované rozpouštědla, 
ropné uhlovodíky, pesticidy 
Bioventing BTEX, PAUs, ropné uhlovodíky 
Biosparging Ropné uhlovodíky 
Ex situ 
Kompostování PAUs, PCBs, chlorované fenoly, 
těžké oleje, pesticidy 
Záhonový způsob Ropné uhlovodíky, halogenované 
uhlovodíky, pesticidy 
Biodegradace v kalu Fenoly, krezoáty 
 
2.2 Faktory ovlivňující průběh bioremediace 
2.2.1 Faktory biologické 
2.2.1.1 Přítomnost mikroorganismů s biodegradačním potenciálem 
Pro dosažení koncentrací polutantů pod stanovený limit je nutná přítomnost dostatečného 
množství mikroorganismů s biodegradačním potencionálem. Vyhláška ministerstva životního 
prostředí č. 13/94 Sb. vymezuje maximální množství vybraných rizikových látek v půdě, při 
jejichž překročení by mohlo dojít k poškození funkce půdy a složek životního prostředí. [11] 
Při nízkých koncentracích substrátu se buňky přizpůsobují pouze krátce, ale jejich množení 
se velmi rychle zastaví kvůli vyčerpání zdroje uhlíku a energie. Na druhé straně pokud je 
koncentrace polutantu příliš vysoká, může být aklimatizace zdlouhavá. Vytvoření 
dostatečného biodegradačního potenciálu vyžaduje poměrně dlouhou dobu, během které 
dojde k namnožení mikroorganismů a tím je pak možné detekovat úbytek kontaminantu. [1] 
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Tabulka 2: Maximální přípustné koncentrace rizikových látek v půdách podle vyhlášky 
ministerstva životního prostředí č. 13/94 Sb. [11] 
Organické látky mg·kg-1 sušiny 
a) Aromatické uhlovodíky a jejich deriváty 
benzen 0,05 
ethylbenzen 0,05 
fenol 0,05 
xyleny 0,05 
aromáty celkem 0,3 
b) Polycyklické aromatické uhlovodíky 
antracen 0,01 
benzo[a]antracen 1,0 
benzo[a]pyren 0,1 
fenantren 0,1 
fluotanten 0,1 
chrysen 0,01 
naftalen 0,1 
c) Chlorované uhlovodíky 
alifatické (jednotlivé) 0,1 
alifatické (celkem) 0,1 
chlorobenzeny (jednotlivé) 0,01 
chlorfenoly (jednotlivé) 0,01 
PCBs 0,01 
EOCl (extrahovatelný organicky vázaný chlor) 0,1 
d) Pesticidy 
organické chlorované (jednotlivě) 0,01 
organické chlorované (celkem) 0,1 
ostatní (jednotlivě) 0,01 
ostatní (celkem) 0,1 
e) Ostatní 
cyklohexanol 0,1 
pyridin 0,1 
styren 0,1 
nepolární uhlovodíky (celkem) 50 
2.2.1.2 Biodegradační rychlost 
Správná charakterizace kontaminované lokality a polutantu je nutná pro použití vhodného 
sanačního postupu, neboť s rostoucí dobou biodegradace se zvyšují náklady sanace a riziko 
sekundárního znečištění. [1] 
2.2.1.3 Synergismus 
Vzájemná spolupráce více mikroorganismů při degradaci polutantu je označována jako 
synergismus. Interakce více organismů je důležitá nejen pro nastartování biodegradačního 
procesu, ale pro celý průběh biodegradace či úplné mineralizace.  
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Degradace ropných látek zavyužití konsorcia RC1 tvořeného kmeny Pseudomonas putida 
a Geotrichum candida probíhá vysokou rychlostí, i když aktivita samotných kmenů je velmi 
slabá. [1] 
2.2.2 Faktory fyzikálně-chemické 
2.2.2.1 Vlastnosti kontaminantu (struktura, biodegrabilita, bioavailabilita) 
Biodegrabilita 
Jedním z nejdůležitějších faktorů ovlivňující bioremediaci je biodegrabilita. Jedná se 
o schopnost látky být degradována a významně souvisí s chemickou strukturou [10]. Přidání 
substituentů k běžně degradovatelným organickým sloučeninám vede ke vzniku látek 
rezistentních k mikrobiálnímu ataku. Tyto substituenty se nazývají xenofóry a lze k nim řadit 
např. Cl, NO2, SO3H, CN nebo Br. [1] 
Ke ztrátě biodegrability může dojít v souvislosti s příliš vysokou nebo naopak příliš nízkou 
koncentrací toxické látky, nedostatkem živin nutných pro růst mikroorganismů nebo 
nevhodnou formou substrátu [1]. Platí obecné pravidlo, že biodegrabilita se zvyšuje se 
zvyšující se rozpustností ve vodě a rozpustnost je nepřímo úměrná molekulové hmotnosti. [8] 
 
Bioavalabilita 
Biologická dostupnost polutantu nazývaná jako bioavailabilita je velmi důležitým faktorem 
bioremediace. Tato vlastnost souvisí zejména s rozpustností látek, jelikož rozpustnější látky 
jsou dostupnější. Biologicky dostupný podíl látky obvykle klesá s časem kontaminace, neboť 
delším kontaktem s půdou se látka váže pevněji. Bioavailabilita může být omezena sorpcí na 
pevný materiál, přítomností v nevodné tekuté fázi (NAPL) nebo uvnitř částic půdy. [10] 
Při sorpci na povrch pevné částice může dojít k ovlivnění dostupnosti živin a kyslíku, ke 
změně pH nebo potlačení aktivity extracelulárních enzymů mikroorganismů. Mezi povrchy 
ovlivňující proces biodegradace sorpcí patří např. jíly, huminové látky nebo amorfní oxidy 
železa a hliníku. [1] 
Polutanty velmi málo rozpustné ve vodě vytváří fázi zvanou NAPL (nonaqueous-phase 
liquids), která je s vodou nemísitelná. Mezi látky přecházející do NAPL patří všechny 
polutanty téměř nerozpustné ve vodě, ale dobře rozpustné v organických rozpouštědlech [12]. 
Pro usnadnění uvolňování látek z NAPL do vodné fáze produkují mikroorganismy povrchově 
aktivní látky nazývané jako biosurfakanty, které jsou schopné snižovat mezifázové povrchové 
napětí. Produkce biosurfakantů byla popsána u řady druhů bakterií, jako např. Acinetobacter 
sp., Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa a Rhodococcus erythropolis [13]. Molekula 
povrchově aktivní látky se skládá z hydrofilní i hydrofobní části. Mezi hydrofobní skupiny 
patří mastné kyseliny, zatímco hydrofilní část je tvořena cukry, aminokyselinami nebo 
bílkovinami. [1], [12] 
 
Koncentrace kontaminantu 
Pokud je koncentrace polutantu příliš vysoká, může působit na mikroorganismy toxicky 
a tím zpomalovat celý proces bioremediace. Na druhé straně při nízké koncentraci polutantu 
dochází k jeho metabolizaci, avšak růst mikroorganismů je zastaven a nelze tedy zaznamenat 
nárůst biomasy. Tyto nízké koncentrace polutantů se nazývají prahové. [14] 
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2.2.2.2 Parametry okolního prostředí (teplota, koncentrace živin, pH, vlhkost) 
Teplota při bioremediaci je dominantním parametrem okolního prostředí. S klesající 
teplotou ovlivňující dostupnost uhlovodíků se zpomaluje rychlost biodegradace. Odstraňování 
ropných uhlovodíků probíhá v širokém rozmezí teplot, jelikož degradátoři  těchto sloučenin se 
vyskytují mezi termofilními, mezofilními i psychrofilními mikroorganismy. [1], [14] 
Růst mikroorganismů vyžaduje kromě zdroje uhlíku také jiné prvky a akceptory elektronů. 
Některé bakterie vyžadují pro svůj růst také aminokyseliny, vitamíny skupiny B nebo 
vitamíny rozpustné v tucích. Za aerobních podmínek je akceptorem elektronů a vodíku kyslík, 
za anaerobních podmínek jsou to nitrát, sulfát, oxid uhličitý nebo železité ionty. Obecně platí, 
že koncentrace kyslíku a organického materiálu klesá se zvětšující se hloubkou [1]. 
Biodegradace za anaerobních podmínek probíhá nejčastěji ve vodním prostředí, sedimentech 
nebo neaerovaných půdách. [10] 
pH ovlivňuje rozpustnost látky, neboť tento parametr úzce souvisí s tím, v jaké formě se 
látka bude vyskytovat. Většina sloučenin při neutrálním pH není disociována a tím se snižuje 
jejich rozpustnost. Ropné uhlovodíky mohou být degradovány v širokém rozmezí hodnot 
pH a to od 5 do 8. [1], [14] 
Vlhkost v půdách by se při degradaci měla pohybovat v rozmezí 30–90 %. Při aerobní 
degradaci by měla být ideální vlhkost nižší, neboť mikroorganismy potřebují dostatečnou 
koncentraci kyslíku, která je vysokou vlhkostí snižována. [1] 
Tabulka 3: Faktory ovlivňující průběh bioremediace [10] 
Parametry prostředí Vlastnosti organismů Vlastnosti kontaminantů 
• přítomnost zdroje 
uhlíku a energie 
• přítomnost kyslíku 
• teplota 
• pH 
• vlhkost 
• salinita 
• přítomnost nutrientů a 
akceptorů elektronů 
• přítomnost vhodně 
enzymově vybaveného 
organismu 
 
• množství příslušných 
organismů 
 
• struktura  
• toxicita  
• biodostupnost 
• biodegrabilita 
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2.3 Biodegradace vybraných organických polutantů 
2.3.1 Alifatické uhlovodíky 
Alkany mohou být využívány velkým množstvím mikroorganismů, neboť jejich chemická 
struktura je podobná mastným kyselinám a rostlinným parafinům. Rozhodující význam má při 
jejich degradaci skutečná délka řetězce. Alkany s nižší molekulovou hmotností jsou snadno 
těkavé, zatímco středně těžké alkany (C14–C20) jsou nepolární. Obecně jsou nejlépe 
degradovatelné středně dlouhé řetězce obsahující 10 až 18 uhlíků. Degradace nasycených 
alifatických uhlovodíků probíhá za anaerobních podmínek mnohem pomaleji než za podmínek 
aerobních. [10] 
2.3.1.1 Metabolické dráhy alifatických uhlovodíků 
Pro alkany existují dvě základní biodegradační dráhy probíhající za aerobních podmínek. 
První dráha degradace nasycených alifatických uhlovodíků (n-alkanů) zahrnuje enzymy, které 
mají přísné požadavky na molekulární kyslík, tj. monooxygenázy a dioxygenázy. 
Monooxygenázy napadají terminální methylové skupiny, kde se tvoří primární alkohol. 
Alkohol je dále oxidován na odpovídající aldehydy a mastné kyseliny. 
V druhé biodegradační dráze působí enzym dioxygenáza na terminální methylovou 
skupinu n-alkanů za vzniku 2 atomů kyslíku. To má za následek tvorbu peroxidu, který se 
převede na mastné kyseliny. Karboxylová kyselina je následně metabolizována v β-oxidaci. 
V následujícím katabolismu probíhajícím ve většině živých buněk vzniká acetyl-CoA nebo 
propionyl-CoA. Tyto sloučeniny jsou poté metabolizovány v citrátovém cyklu na oxid 
uhličitý a vodu. [15] 
2.3.1.2 Mikrobiální degradace alifatických uhlovodíků 
Mezi významné degradátory alifatických uhlovodíků se řadí bakterie  Pseudomonas 
oleovorans schopná oxidovat n-alkany (C5–C12) na odpovídající deriváty acyl-CoA, které 
vstupují do β-oxidačního cyklu [16]. OCT-plazmid vyskytující se v této bakterii obsahuje 
2 operony alkBFGHJKL a alkST kódující všechny proteiny potřebné pro degradaci 
uhlovodíků s 5 až 12 uhlíky. Rozvětvené isomery, jako je např. izooktan, jsou k degradaci 
náchylné méně. [17] 
2.3.2 Aromatické a polyaromatické uhlovodíky 
Aromatické uhlovodíky jsou důležitou složkou ropy a ropných derivátů. Monoaromatické 
uhlovodíky benzen, toluen, etylbenzen a xylen jsou souhrnně označovány jako BTEX. Tyto 
sloučeniny jsou široce využívány jako průmyslová rozpouštědla a výchozí látky pro výrobu 
léčiv, polymerů a výbušnin. Nejvíce nebezpečný je z této skupiny benzen, známý jako lidský 
karcinogen. [18] 
PAHs jsou aromatické sloučeniny skládající se ze dvou nebo více benzenových kruhů [19]. 
Do životního prostředí se tyto látky dostaly v důsledku těžby a zpracování ropy 
a nedokonalým spalováním organické hmoty. PAHs, jako jsou naftalen nebo fenanthren, byly 
dříve používány k syntéze různých organických pesticidů, fungicidů, detergentů nebo barviv. 
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Jedná se o sloučeniny velmi dobře rozpustné v tucích a tak jsou rychle absorbovány 
v trávicím traktu savců a ukládány v tukových tkáních.  
Spousta PAHs, zejména ty s vyšším počtem benzenových jader, je karcinogenní a toxická. 
Patří mezi ně např. benzo[a]pyren, složka hojně přítomná v černouhelném dehtu. [20] 
2.3.2.1 Mikrobiální degradace aromatických a polyaromatických uhlovodíků 
U monocyklických uhlovodíků dochází v průběhu degradace ke snížení počtu dvojných 
vazeb na benzenovém jádře. Příkladem redukce dvojných vazeb je přeměna benzenu na 
cyklohexan [1]. Za aerobních podmínek mohou benzen využívat bakteriální druhy 
Pseudomonas putida a Pseudomonas fluorescens jako jediný zdroj uhlíku a energie. [21] 
PAHs jsou kvůli vysoké stabilitě velmi odolné vůči mikrobiální degradaci. Naftalen je 
degradován velkým počtem mikroorganismů, mezi které patří Alcaligenes denitrificans, 
Mycobacterium sp., Pseudomonas putida, Rhodococcus sp., Bacillus cereus, Moraxella sp. a 
Streptomyces sp. Degradace fenanthrenu probíhá za účasti mnoha různých bakterií včetně 
Aeromonas sp., Alcaligenes faecalis, Alcaligenes denitrificans, Arthrobacter 
polychromogenes, Micrococcus sp., Pseudomonas putida, Flavobacterium sp., 
Streptomyces sp. a Bacillus sp.. [20] 
2.3.2.2 Metabolická dráha aromatických a polyaromatických uhlovodíků 
První krok oxidace benzenu katalyzované benzen-1,2-dioxygenázou probíhá u aerobních 
bakteriích za vzniku benzen dihydrodiolu. Tento meziprodukt je následně dehydrogenován na 
katechol, který může být katechol-2,3-dioxygenázou rozštěpen. Katabolismus katecholu může 
probíhat dvěma dráhami, ortho nebo meta štěpením. Při ortho štěpení je kruh rozštěpen mezi 
dvěma atomy uhlíku nesoucí hydroxylové skupiny. Při meta štěpení dochází k rozštěpení 
mezi uhlíkem nesoucím hydroxylovou skupinu a uhlíkem bez ní. Vznikající metabolity např. 
acetát, sukcinát, pyruvát nebo acetaldehyd vstupují do citrátového cyklu jako zdroj energie a 
uhlíku. [15] 
Při enzymatické degradaci PAHs bylo v posledních letech využito několik oxidoreduktáz, 
např. lakáza nebo monooxygenáza cytochrom P450 (CYPs). Pomocí CYPs enzymů jsou 
PAHs oxidovány na katecholy, které pak mohou být degradovány jinými enzymy na 
neškodné sloučeniny začleňující se do citrátového cyklu mikroorganismů. [19] 
2.3.3 Polychlorované bifenyly 
PCBs patří mezi organické perzistentní látky s obecným vzorcem C12H10-nCln, které se 
mohou kvůli silné hydrofobicitě lehce akumulovat v životním prostředí [22]. PCBs vznikají 
chlorací bifenylového jádra a představují celkem 209 sloučenin (kongenerů), z nichž byl u 36 
dokázán výskyt v životním prostředí. [23] 
Dříve se PCBs hojně využívaly jako přísady do nátěrových hmot, aditivum do chladících 
směsí a maziv v kondenzátorech, transformátorech a jiných elektrických zařízení [22]. I když 
byly tyto látky v druhé polovině 70. let (v ČR až v r. 1984) zakázány v souvislosti 
s negativním vlivem na lidské zdraví, v přírodě se vyskytují stále. V životním prostředí jsou 
nejčastěji akumulovány PCBs obsahující tři nebo více atomů chloru.  
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Jelikož PCBs velmi snadno vstupují do potravního řetězce, hromadí se u savců, ptáků a ryb 
v tukových tkáních a jsou uznávány jako endokrinní narušitelé a potenciální karcinogeny. 
[1],[23] 
2.3.3.1 Bakteriální degradace polychlorovaných bifenylů 
Degradace PCBs pomocí mikroorganismů je velmi obtížná kvůli vysoké toxicitě těchto 
látek [1]. Vysoce a středně chlorované bifenyly podléhají reduktivní dechloraci za účasti 
anaerobních mikroorganismů. Při této degradaci dochází k produkci méně chlorovaných 
bifenylů. Nižší a některé střední chlorované bifenyly jsou oxidovány aerobními bakteriemi, 
mezi které patří rody Pseudomonas, Cupriavidus, Comamonas, Acidovorax, Rhodococcus 
a Bacillus. Kmen Burkholderia xenovorans LB 400 je schopen degradovat kongenery 
obsahující až šest atomů chloru. [24] 
Existují i některé bakterie, které za aerobních podmínek degradují PCBs až na oxid uhličitý 
a vodu. Tato úplná mineralizace je závislá na přítomnosti dvou sad genů kódujících degradaci 
chlorbenzoátů. V přírodním prostředí však tyto sady genů nejsou obvykle přítomny v jednom 
organismu, a proto se vyžaduje přítomnost více bakteriálních kmenů. 
Mezi bakterie schopné degradace širokého spektra PCBs patří bakteriální kmeny 
Acinetobacter sp. P6, Corynebacterium sp. MB1 a Pseudomonas sp. LB400. [5] 
2.3.3.2 Metabolická dráha polychlorovaných bifenylů 
Při anaerobních podmínkách jsou PCBs redukovány dechlorinací, kdy dochází 
k odstranění chloru a jeho nahrazení vodíkem. Vzniklé méně chlorované bifenyly mohou být 
degradovány aerobními bakteriemi.  
K aerobní degradaci PCBs dochází pomocí tzv. bph operonu. Tento proces je iniciován 
enzymem bifenyl-2,3-dioxygenázou. Poté dochází k dehydrogenaci vzniklého intermediátu na 
2,3-dihydroxybifenyl. Při třetím kroku dochází k otevření bifenylového kruhu a za reakce 
katalyzované hydroxylázou vzniká chlorbenzoát a kyselina pentadienová. 
Chlorbenzoáty jsou degradovány na různé produkty v závislosti na původní struktuře PCBs 
a substrátové specifitě přítomných bakterií. Existuji i některé bakteriální kmeny, jako jsou 
Pseudomonas aeruginosa JB2 a Pseudomonas putida P111, využívající více degradačních 
drah najednou. To znamená, že jsou schopny degradovat chlorbenzoáty např. ortho i meta 
dráhou. [5] 
2.3.4 Ropné uhlovodíky 
Kontaminace půdy a vody ropnými uhlovodíky, které mohou unikat během produkce, 
transportu nebo skladování, představuje vážné ohrožení pro životní prostředí [25]. Každý rok 
se do mořského prostředí dostane přibližně 1,3 milionů tun ropy. Tyto ropné uhlovodíky 
kontaminují peří ptáků a srst savců, což má za následek ztrátu hydrofobních vlastností 
vedoucích ke smrti v důsledku hypotermie. [26] 
2.3.4.1 Rozdělení ropných uhlovodíků 
Ropné uhlovodíky se mohou rozdělovat do 4 základních skupin na uhlovodíky alifatické, 
aromatické, asfaltické a pryskyřičné [15]. Mezi alifatické uhlovodíky se zahrnují n-alkany, 
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rozvětvené alkany a cykloalkany s délkou řetězce od 1 do 30 uhlíkových atomů. Skupina 
aromatických uhlovodíků se dělí na monoaromatické uhlovodíky (benzen, toluen, xylen) 
a polycyklické aromatické uhlovodíky (naftalen, fenantren, pyren). Asfaltické uhlovodíky 
zahrnují fenoly, ketony, mastné kyseliny a estery. Mezi pryskyřičné látky patří pyridiny, 
parazoly a amidy [25]. Nasycené ropné uhlovodíky, které mají menší počet uhlíkových atomů 
(C10–C24) jsou degradovány nejrychleji. [1] 
2.3.4.2 Mikrobiální degradace ropných uhlovodíků 
Biodegradace ropných látek probíhá za spolupráce mnoha taxonomických skupin 
mikroorganismů. Jelikož je většina těchto uhlovodíků hydrofobních, zamezuje 
mikroorganismům žijícím ve vodním prostředí v jejich degradaci. Tato skutečnost je 
překonána produkováním biosurfakantů, které usnadňují emulgaci uhlovodíků [27]. Produkce 
biosurfakantů je známá u zástupců rodu Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, 
a Corynebacterium. [15] 
Mezi nejvýznamnější bakteriální degradátory vyskytující se v půdním i mořském prostředí 
patří zástupci rodů Acinetobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia a Pseudomonas. 
Pryskyřice a asfalteny jsou obecně velmi těžko degradovatelné, avšak v poslední době bylo 
zjištěno, že zástupci rodů Pseudomonas a Bacillus mají schopnost degradovat asfalteny až 
ze 48 %. [28] 
2.4 Bioremediace p-nitrofenolu 
Komerční výroba paracetamolu, pesticidů jako jsou parathion a methylparathion, 
herbicidů, výbušnin, barviv a změkčovadel závisí na použití p-nitrofenolu (PNF), což má 
závažný dopad na životní prostředí (ovzduší, vody, podzemní vody). V přírodním prostředí 
jsou pak tyto pesticidy hydrolyzovány a transformovány na PNF [29]. PNF je Agenturou pro 
ochranu životní prostředí (EPA) klasifikován jako hlavní polutant životního prostředí a jeho 
koncentrace v přírodních vodách je přijatelná do 10 ng·l-1 [30]. Expozice PNF může vést 
k tvorbě methemoglobinu, poškození jater a ledvin, anémii, podráždění očí a kůže. [31] 
2.4.1 Fyzikální a chemické vlastnosti p-nitrofenolu 
PNF je slabá kyselina vyskytující se v podobě krystalické látky [32]. Tato sloučenina má 
slabý zápach po fenolu, je mírně rozpustná ve studené vodě a sirouhlíku, ale velmi dobře 
rozpustná v horké vodě, benzenu, alkoholu, chloroformu, acetonu, toluenu, etheru a roztocích 
alkalických hydroxidů. [8] 
PNF má ve formě aniontu žluté zbarvení. Tato disociovaná forma absorbuje ve viditelné 
oblasti s maximem ve vlnové délce 412 nm. Nedisociované molekuly jsou bezbarvé a 
absorbují v UV oblasti. [33] 
Za silných redukčních podmínek může být nitro skupina redukována na amino skupinu. 
PNF se pro své pH a nažloutlé zbarvení fenolátového aniontu využívá jako indikátor při 
titracích. Hodnota pH bezbarvého roztoku PNF je 5,4 a žlutě zbarveného roztoku je 7,5. 
[32], [33]. 
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2.4.2 Mikrobiální biodegradace p-nitrofenolu  
Za anaerobních podmínek jsou mononitrofenoly s největší pravděpodobností redukovány 
na odpovídající aminofenol, avšak v některých studiích byla prokázána degradace PNF 
methanogenními bakteriemi bez vzniku amino produktu.  
PNF může být degradován pomocí tří oxidačních drah různými druhy bakterií, jako jsou 
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Moraxella, Pseudomonas a Rhodococcus [34]. 
Klíčovou roli při oxidativním odstranění nitroskupiny hrají monooxygenázy a dioxygenázy 
závislé na flavinu. [35] 
Degradace PNF byla pozorována u gram-pozitivních bakterií např. Arthrobacter sp. JS443, 
Bacilluss phaericus JS905, Rhodococcus opacus SAO101, Rhodococcus sp. PN1 [36]. Dráha 
degradace u gram-pozitivních bakterií probíhá přes tvorbu 4-nitrokatecholu a benzotriolu, 
který slouží jako meziprodukt pro štěpení aromatického kruhu a vznik maleylacetátu. [37] 
Z gram-negativních bakterií jsou to Burkholderia spp., Moraxella spp. a Pseudomonas 
spp., které degradují PNF přes tvorbu benzochinonu a hydrochinonu za vzniku maleylacetátu 
[38]. Avšak tato dráha degradace byla prokázána i u gram-pozitivní bakterie Nocardia [34]. 
Několik studií potvrzuje konverzi hydrochinonu na benzentriol, který je poté štěpen pomocí 
Candida parapsilosis CBS604 a Pseudomonas aeruginosa HS-D38. [37] 
2.4.3 Metabolické dráhy p-nitrofenolu 
Metabolická dráha PNF může probíhat za aerobních podmínek třemi různými 
degradačními cestami. 
V první dráze degradace je PNF převeden na hydrochinon za uvolnění dusitanu 
prostřednictvím monooxygenáz závislých na koenzymu NADH [39]. Dále dochází pomocí 
hydrochinon dioxygenáz k tvorbě γ-hydroxymuconát semialdehydu. Tento meziprodukt je 
přeměněn v přítomnosti γ-hydroxymuconát semialdehyd dehydrogenázy na maleylacetát, 
který je dehydrogenován na β-ketoadipát [34]. Tato sloučenina je v dalších dvou krocích 
přeměněna na acetyl-CoA a sukcinyl-CoA, meziprodukty začleňující se do citrátového cyklu. 
[17]  
Druhá degradační dráha vyžaduje přítomnost monooxygenáz za tvorby 4-nitrokatecholu, 
který vzniká hydroxylací PNF v poloze ortho. U 4-nitrokatecholu dochází za katalýzy 
monooxygenáz k odstranění nitro skupiny a  tvorbě 1,2,4-benzentriolu. Tento meziprodukt 
podstupuje ortho štěpení na maleylacetát za účasti 1,2,4-trihydrobenzen dioxygenáz. Další 
krok probíhá stejně jako v případě degradace hydrochinonovou cestou.  
Třetí dráha degradace probíhá za působení monooxygenáz, kdy dochází k hydroxylaci PNF 
v meta pozici za tvorby 4-nitroresorcinolu. Dále je průběh reakce totožný s degradační dráhou 
probíhající přes vznik meziproduku 4-nitrokatecholu a 4-benzochinonu. [34] 
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Obrázek 4: Metabolické cesty PNF za aerobních podmínek [17] 
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2.5 Cupriavidus necator H16 
Vzhledem k různým taxonům bylo v minulosti jméno této bakterie často měněno. V roce 
1969 byla známá pod jménem Alcaliqenes eutrophus H16. V roce 1995 byla bakterie 
přejmenována na Ralstonia eutropha H16. V roce 2004 se jméno změnilo nejdříve na 
Wautersia eutropha H16, avšak později téhož roku na Cupriavidus necator H16. Nejvíce 
používaným jménem v literatuře je však stále Ralstonia eutropha H16. [40] 
2.5.1 Výskyt a vlastnosti bakterie 
Bakterie byla izolována před 50 lety z vodního pramene poblíž Göttingenu v Německu. 
Jedná se o gram-negativní přísně fakultativně chemolitoautotrofní bakterii vyskytující se 
v půdě nebo sladké vodě. Tento kmen využívá v nepřítomnosti organických substrátů H2 
a CO2 jako jediný zdroj energie a uhlíku [41]. CO2 je ze vzduchu fixován do Calvin-Benson-
Basshamova cyklu. Při nedostatku O2 mohou tyto organismy přepnout do procesu 
denitrifikace, kdy dusičnany slouží jako alternativní akceptory elektronů. [43] 
V této bakterii však není přítomen enzym fruktóza-1,6-bisfosfatáza, a proto jsou fruktóza, 
glukóza a jiné cukerné látky zpracovány Entner-Doudoroffovou drahou. [43] 
V současné době se jedná o nejlépe prozkoumanou bakterii, která produkuje poly(3-
hydroxybutyrát) (PHB). Tento polyester se v buňce akumuluje ve velkém množství. V letech 
1960 až 1970 byl tento kmen i se svými mutanty považován za kandidáty pro výrobu 
tzv. single-cell proteinu (SCP) určeného k výživě dobytka nebo jako potrava pro kosmonauty 
ve vesmíru. Jelikož tento polymer nemůže být v zažívacím traktu zvířat stráven, bylo 
vytvořeno několik mutant neprodukujících PHB. Nejdůležitější z těchto PHB-negativních 
mutant je PHB-4, který je nejčastěji používán jako hostitel pro expresi PHAs syntáz z jiných 
bakterií. [40]  
 
Obrázek 5: Schématické znázornění litoautotrofního a heterotrofního metabolismu. Žlutý kruh 
představuje procesy centrálního metabolismu, zatímco žluto-zelený kruh je Calvin-Benson-
Basshamův cyklus. Šedé kruhy označují místo skladování PHAs granulí. [43] 
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2.5.2 Genomová sekvence 
Genom tohoto kmene se skládá ze tří kruhových replikonů: chromozomu 1 (4,052,032 bp), 
chromosomu 2 (2,912,490 bp) a megaplazmidu pHG1 (452,156 bp). Megaplazmid pHG1 
nese základní genetickou informaci pro fakultativně litoautotrofní a fakultativně anaerobní 
životní styl svého hostitele. Studiemi bylo prokázáno, že více než 30 genů na pHG1 souvisí 
s denitrifikací nebo obecně s anaerobním metabolismem. Největší funkční skupina pHG1 
obsahující sadu 41 genů pro tvorbu čtyř hydrogenáz souvisí s litoautotrofií. Rozsáhlý segment 
na pHG 1 obsahuje geny spojené s katabolismem aromatických sloučenin. [42] 
Srovnání genomu C. necator H16 s jeho blízkými příbuznými odhaluje některé důležité 
podobnosti, jako je dvojdílný genom obsahující 2 chromosomy velikosti replikonu nebo 
přítomnost jednoho a více plazmidů. Geny pro oxidaci H2 a fixaci CO2 jsou přítomny v C. 
necator H16, ale chybí např. u C. necator JMP134 a C. solanacearum GM 1000. [43] 
Megaplazmid pHG1 kóduje i některé jiné metabolicky důležité vlastnosti. Jsou na něm 
přítomny dva geny týkající se metabolismu polyhydroxyalkanoátů (PHAs). První gen se 
nazývá phaP2, který kóduje kasin, tj. hlavní protein tvořící povrch cytoplazmatických granulí 
PHAs. Gen phaZ kóduje polyhydroxybutyrát depolymerázu nutnou pro využití úložiště 
polyesterů. [42] 
2.5.3 Degradace PNF 
C. necator H16 je bakterie známá pro svou schopnost degradovat aromatické polutanty, 
zejména nitroaromáty. U tohoto kmenu bylo prokázáno odstranění skupiny NO2 z PNF za 
aerobních podmínek [30]. Není proto překvapující, že genomová sekvence obsahuje řadu 
genů týkajících se metabolismu aromatických sloučenin. [43] 
Vědeckou studií Teheránské univerzity chemického inženýrství byla prokázána optimální 
koncentrace složek média pro biodegradaci následovně: 19 mg·l-1 PNF, 0,33 g·l-1 kvasničného 
extraktu a 0 g·l-1 glukosy. Účinnost odstranění PNF za pomoci C. necator H16 za těchto 
podmínek byla 55 %. Během degradace PNF v přítomnosti glukosy a kvasničného extraktu 
byla pozorováno červené zbarvení kapalného média. [30] 
2.6 Průtoková cytometrie 
Průtokový cytometr využívá principů mikroskopie a citlivé detekce světelného signálu. 
K analýze buněk dochází v měrné cele, kam byly dopraveny pomocí nosné kapaliny. Při 
stanovování viability buněk je důležité nastavení cytometru tak, aby byly v histogramu 
rozlišitelné populace živých buněk od mrtvých. Mezi nejdůležitější parametr z tohoto pohledu 
patří nastavení napětí fotonásobičů (PMT), které umožňuje ovlivnit intenzitu signálu tak, aby 
mohla fluorescenční sonda rozlišit signál neobarvených buněk od těch, které odbarveny jsou.  
Při stanovování viability buněk patří mezi jednu z nejrozšířenějších fluorescenčních sond 
propidium jodid (PI). PI je fenantrolinové interkalační činidlo, které má schopnost se vázat na 
nukleové kyseliny. Živé buňky s neporušenými membránymi jsou schopné barvivo vyloučit, 
avšak do mrtvých nebo poškozených buněk se interkaluje do DNA. Při vazbě PI na DNA je 
fluorescenční excitační maximum v 535 nm a emisní maximum v 617 nm. [44] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité bakterie, chemikálie a přístroje 
3.1.1 Použité bakterie 
V práci se pracovalo s bakterií Cupriavidus necator H16, která byla získána z České sbírky 
mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně. Dále byl použit kmen Cupriavidus necator 
PHB-4 zakoupený v Leibnitz Institute DSMZ-German Collection of Microorganism and Cell 
Cultures, Braunschweig, Německo. 
3.1.2 Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
NutrientBroth (Himedia) 
Agar Powder (Himedia) 
Peptone (Himedia) 
Beef extrakt (Himedia) 
3.1.3 Ostatní chemikálie 
Propidium jodid (eBioscience) 
p-nitrofenol (Sigma Aldrich) 
3.1.4 Přístroje 
Analytické váhy, Boeco 
Centrifuga, Boeco U-32R 
Centrifuga, Hettich MIKRO 200 
Fermentor Sartorius BIOSTAT B® plus 
Laminární box Aura mini, Bio Air Instruments 
Nanofotometr, IMPLEN 
pH metr, SensoDirect 
Plynový chromatograf: GC-FID (Thermo, TRACE 1300) 
 Kolona – DB-WAX 30 m by 0,25 mm 
 Thermo Software Xcalibur 
Průtokový cytometr, Apogee A50, ApogeeFlow Systems 
Temperovaná třepačka, Heidolph1000, Labicom s.r.o 
Termostat, LS-35 
Vortex, Heidolph Reax Top 
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3.2 Kultivace bakterií 
3.2.1 Uchovávání bakteriálních kultur a příprava inokula 
Bakterie dodané v lyofilizovaném stavu byly oživeny a kultivovány na Petriho miskách 
obsahující pevné médium Nutrient Broth v termostatu při teplotě 30 °C. Po kultivaci byly 
bakterie uchovávány při teplotě 4 °C. Přeočkování bakteriálních kultur na nové Petriho misky 
bylo prováděno pravidelně v intervalu asi 30 dní. 
Inokulum pro všechny kultivace bylo připravováno do Erlenmayerových baněk o objemu 
100 ml s obsahem 50 ml média Nutrient Broth. Inokulum bylo třikrát zaočkováno 
bakteriologickou kličkou z agarové plotny. Po 24 hodinách kultivace na temperované třepačce 
při frekvenci třepání 170 rpm a teplotě 30 °C bylo inokulum používáno pro zaočkování 
minerálního a produkčního média. Do minerálního média bylo přidáváno 5 % inokula 
vzhledem k celkovému objemu média.  
3.2.2 Živná média 
Pro uchování kultury bylo použito pevné agarové médium Nutrient Broth. 
Složení Nutrient Broth: 
Beef extract 10g·l-1 
Pepton 10 g·l-1 
NaCl 5 g·l-1 
Agar 20 g·l-1 
 
Pro přípravu minerálního média pro kultivaci bakterií C. necator H16 a C. necator 
PHB-4 bylo použito: 
KH2PO4 310 mg 
K2HPO4 310 mg 
NH4Cl 760 mg 
MgSO4·7 H2O 71,2 mg 
Yest extrakt 330 mg 
Roztok stopových prvků* 1ml 
Destilovaná voda 1000 ml 
 
Pro přípravu produkčního média pro kultivaci bakterií C. necator H16 ve fermentoru 
bylo použito: 
(NH4)2SO4 3 g 
KH2PO4 1,02 g 
Na2HPO4 11,1 g 
MgSO4 0,2 g 
Fruktosa 5 g 
Roztok stopových prvků* 1 ml 
Destilovaná voda 1000 ml 
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*Roztok stopových prvků 
FeCl3 9,7 g 
CaCl2 7,8 g 
CuSO4 0,156 g 
CoCl2 0,119 g 
NiCl2 0,118 g 
CrCl2 0,062 g 
0,1 M HCl 1000 ml 
 
Pro kultivaci bakterií C. necator H16 a C. necator PHB-4 byl do média přidán příslušný 
objem zásobního roztoku PNF o koncentraci 1 mg·ml-1. 
3.3 Stanovení kalibrační křivky PNF 
Zásobní roztok PNF o koncentraci 1 mg·ml-1 byl zředěn 100krát destilovanou vodou a ze 
zředěného roztoku byla sestrojena kalibrační řada s koncentracemi v jednotlivých vzorcích 1, 
2, 3, 4 a 5 mg·l-1. Ke zředěnému zásobnímu roztoku PNF byl přidán pufr pH 8 na výsledný 
objem 4 ml. Pro přípravu tohoto pufru byly použity roztoky kyseliny citronové (0,1 mol·l-1) a 
hydrogenfosforečnanu sodného (0,2 mol·l-1) (viz Tabulka 4). Jako blank byl použit pufr pH 8. 
Kalibrační křivka byla proměřena při 412 nm.  
3.4 Stanovení PNF spektroskopickou metodou 
Průběh biodegradace PNF byl spektrofotometricky zaznamenáván v rozsahu vlnové délky 
200–800 nm. Vzorek odebraný za aseptických podmínek z Erlenmeyerovy baňky o objemu 
0,2 ml byl zředěn 10krát destilovanou vodou na objem 2 ml. Suspenze byla stočena 
(12 000 rpm, 4 min.). Jako blank byla použita destilovaná voda. 
3.5 Stanovení PNF spektroskopickou metodou v různých pH 
U čistého roztoku PNF a produktů vzniklých po biodegradaci PNF kmeny C. necator H16 
a C. necator PHB-4 byly proměřeny absorpční spektra v rozmezí pH od 4 do 9,8. Odebraný 
vzorek po biodegradaci PNF o objemu 0,2 ml byl zředěn 10krát příslušným pufrem na 2 ml. 
Zásobní roztok PNF (1 mg·ml-1) byl zředěn pufrem 100krát. Pro pufry v rozsahu pH od 4 do 8 
byly použity použity roztoky kyseliny citronové (0,1 mol·l-1) a hydrogenfosforečnanu 
sodného (0,2 mol·l-1). Pro pufry pH 9 a 9,8 byl použit roztok hydroxidu sodného (0,2 mol·l-1) 
a glycinu (0,2 mol·l-1). Měření absorpčních spekter bylo prováděno v rozsahu vlnové délky 
200–800 nm. Jako blank byl použit příslušný pufr. 
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Tabulka 4: Příprava pufrů v rozmezí pH 4–9,8 pro stanovení PNF  
zkumavka 
č. 
kyselina citronová 
[ml] Na2HPO4 [ml] přibližné pH 
1. 2,6 1,4 4 
2. 2 2 4,8 
3. 1,6 2,4 5,8 
4. 0,7 3,3 7 
5. 0,1 3,9 8 
 
zkumavka 
č. NaOH [ml] glycin [ml] přibližné pH 
6. 4,4 25 9 
7. 13,6 25 9,8 
 
3.5.1 Stanovení viability bakterií v průběhu kultivace v PNF 
V průběhu kultivace kmenů C. necator H16 a C. necator PHB-4 v PNF byla stanovována 
viabilita buněk průtokovým cytometrem. Asepticky odebraná suspenze s buňkami o objemu 
1 ml byla obarvena 5 µl PI o koncentraci 1 mg·ml-1. Poté byla suspenze uchována v temnu po 
dobu 15 minut a proměřena při PMT 700. Nástřik vzorku byl nastaven na 16,7 µl·min-1 a 
dávkováno bylo 150 µl vzorku. 
3.6 Batch kultivace ve fermentoru 
V rámci experimentální části bakalářské práce byla provedena batch kultivace ve 
fermentoru s kmenem C. necator H16. Kultivační nádoba fermentoru s médiem byla 
sterilizována v autoklávu při teplotě 121 °C. Do produkčního média (kapitola 3.2.2) byl 
přidán roztok PNF (1 mg·ml-1) jehož výsledná koncentrace v médiu byla 50 mg·l-1. Do média 
bylo zaočkováno 24-hodinové inokulum. Celkový objem suspenze ve fermentoru byl 1,5 l. 
Kultivace probíhala při pH 7 a 30 °C. Otáčky míchadla byly nastaveny kaskádovitě. 
V průběhu kultivace byly pravidelně odebírány vzorky pro stanovení biomasy a spekter PNF. 
Kultivace byla ukončena po 51 hodinách. 
3.6.1 Stanovení biomasy 
3.6.1.1 Stanovení biomasy spektrofotometrickou metodou 
Obsah biomasy byl stanovován spektofotometrickou metodou měření zákalu. Měření bylo 
prováděno při vlnové délce 630 nm. Každý vzorek byl zředěn tak, aby hodnota absorbance při 
630 nm byla zahrnuta v kalibrační přímce. Množství biomasy bylo určeno průměrem 
3 paralelních stanovení. Jako blank byla použita destilovaná voda. 
  
28 
 
3.6.1.2 Stanovení biomasy gravimetrickou metodou 
Pro stanovení sušiny byly vždy použity 2 vzorky suspenze buněk o objemu 5 ml odebírané 
ve stejném čase v pravidelných intervalech z fermentoru. Suspenze buněk byla centrifugována 
(10 000 rpm, 4 min), supernatant byl slit a použit ke stanovení absorpčních spekter PNF. 
Biomasa byla resuspendována 5 ml destilované vody a znovu centrifugována. Supernatant byl 
slit, biomasa byla v 1 ml destilované vody resuspendována a převedena do mikrozkumavky 
Eppendorf o známé hmotnosti, ve které byla opět stočena (10 000 rpm, 4 min). Supernatant 
byl slit a biomasa v mikrozkumavce byla sušena do konstantní hmotnosti při 80 °C. Výsledné 
množsví biomasy bylo určeno průměrem 2 odebraných vzorků ve stejný čas. 
3.6.2 Stanovení obsahu PHB v biomase 
Do vialek bylo naváženo přibližně 10 mg suché biomasy. Dále byl do vialek přidán 1 ml 
chloroformu a 0,8 ml 15% kyseliny sírové v methanolu. Vialky byly zavíčkovány a tato směs 
byla udržována při teplotě 100 °C po dobu 3 hodin. Po esterifikaci byla směs ochlazena, 
odvíčkována a extrahována 0,5 ml roztoku 0,05 mol·l-1 NaOH. Po extrakci a vytvoření 
fázového rozhraní byla spodní chloroformová frakce o objemu 0,2 ml odpipetována do 
nových vialek s 0,8 ml chloroformu, ty byly uzavřeny a analyzovány pomocí plynové 
chromatografie s FID (plamenový ionizační) detektorem. 
3.6.3 Stanovení absorpčních spekter v průběhu biodegradace PNF 
Absorpční spektra byla měřena paralelně se stanovením obsahu biomasy. Ke stanovení byl 
použit suspernatant slitý od centrifugovaných buněk. Absorpční spektra PNF byla měřena 
ve 2 prostředích o pH 7 a 8. Jeden vzorek o objemu 0,2 ml byl zředěn 10krát na objem 2 ml 
pufrem pH 7, druhý vzorek byl zředěn stejným způsobem pufrem pH 8. Absorpční spektra 
byla měřena v rozsahu vlnové délky 200–800 nm. Jako blank byly použity pufry pH 7 a 8. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Kalibrační křivka PNF 
 
Graf 1: Kalibrační křivka PNF pH 8 stanovená při λ=412 nm 
4.2 Porovnání spekter PNF v kyselém a zásaditém prostředí 
Byly změřeny absorpční spektra PNF v kyselém, neutrálním a zásaditém prostředí. 
Z hodnoty absorbance (λ=412 nm), tloušťky kyvety a známé koncentrace byl vypočítán 
molární extinkční koeficient Ɛ. 
 
 
Graf 2: Absorpční spektrum PNF v kyselém prostředí 
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Graf 3: Absorpční spektrum PNF v neutrálním a zásaditém prostředí 
 
Tabulka 5: Závislost absorpčního maxima roztoku PNF na pH prostředí 
pH 
vlnová délka v 
absorpčním maximu [nm] 
absorbance v 
absorpčním maximu 
molární extinkční 
koeficient  
[l·mol-1·cm-1] 
4 318 0,681 135,77 
4,8 318 0,721 117,41 
5,8 318 0,774 1 150,58 
7 401 0,648 8 333,52 
8 401 1,179 15 184,69 
9 401 1,239 15 953,97 
9,8 401 1,299 16 786,96 
 
PNF v kyselém prostředí vykazoval absorpční maximum při vlnové délce 318 nm 
a v zásaditém prostředí při 401 nm. Při pH 7 má PNF dvě výrazné maxima, jedno v 326 nm a 
druhé v 401 nm.  
Rozdíl v absorpčních maximech mezi kyselým a zásaditým prostředím je způsoben tím, že 
PNF je slabá kyselina, která je v zásaditém prostředí disociována a absorbuje ve viditelné 
oblasti, zatímco v kyselém prostředí je nedisociovaná forma bezbarvá a absorbuje v UV 
oblasti [33]. Z grafů je také patrné, že se zvyšujícím se pH narůstá i hodnota maxima 
absorbance. Také byl vypočítán molární extinkční koeficient Ɛ, jehož hodnota roste se 
zvyšující hodnotou absorbance a tím i roste citlivost spektrofotometrického stanovení.  
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4.3 Biodegradace PNF kmenem C. necator H16 při různých 
koncentracích 
Na počátku experimentu bylo zvoleno 5 různých koncentrací PNF pro biodegradaci 
kmenem C. necator H16. Byla použita média s koncentracemi PNF 10, 50, 100 a 500 mg·l-1, 
z nichž měla být vybrána nejvhodnější koncentrace pro další experimenty. Kultivace 
probíhala 22 dní při teplotě 30 °C, po jejíž dobu byla měřena absorpční spektra a viabilita 
buněk.  
 
 
Graf 4: Absorpční spektra v průběhu 22. dnů biodegradace PNF o koncentraci 10 mg·l-1 
 
 
Graf 5: Absorpční spektra v průběhu 22. dnů biodegradace PNF o koncentraci 50 mg·l-1 
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Graf 6: Absorpční spektra v průběhu 22. dnů biodegradace PNF o koncentraci 100 mg·l-1 
 
Graf 7: Absorpční spektra v průběhu 22. dnů biodegradace PNF o koncentraci 500 mg·l-1 
 
Z naměřených dat vyplývá, že v průběhu biodegradace PNF kmeny C. necator H16 
dochází ke snižování absorpčního maxima a tudíž i ke snižování koncentrace PNF. 
Nejvhodnější koncentrací PNF pro biodegradaci je 10 a 50 mg·l-1. Při těchto koncentracích je 
patrný nejvýraznější pokles absorpčních maxim. Při koncentraci 100 a 500 mg·l-1 dochází 
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ke snižování a následnému zvyšování absorpčních maxim spekter, což bylo patrně způsobeno 
tím, že v průběhu měření nedocházelo k úpravě pH. 
 
4.3.1 Stanovení viability buněk průtokovým cytometrem 
Tabulka 6: Procenta mrtvých buněk C. necator H16 v průběhu 22 dnů kultivace 
t 
[dny] 
cPNF [mg·l-1] 
10 50 100 500 
mrtvé buňky [%] 
8 64,38 59,24 11,44 25,81 
12 76,03 64,38 21,16 23,20 
15 74,35 69,58 29,45 35,69 
20 83,36 75,49 63,36 61,39 
 
Největší úmrtnost byla zaznamenána u bakterií vyskytujících se v roztoku PNF o 
koncentraci 10 mg·l-1. Naopak nejmenší úmrtnost buněk byla v 500 mg·l-1. Tato skutečnost 
byla pravděpodobně způsobena vyčerpáním živin a zdrojů uhlíků v prvních 8 dnech u 
nejméně koncentrovaných roztoků. 
4.4 Srovnání biodegradace PNF kmeny C. necator H16 a C. necator PHB-4 
Cílem experimentu bylo porovnat průběh biodegradace kmeny C. necator H16 
a C. necator PHB-4 po dobu 7 dnů. Bylo použito minerální médium (viz kap. 4.2.2) 
s koncentrací PNF 50 mg·l-1. Kultivace probíhala při 30 °C. 
4.4.1 Průběh biodegradace PNF kmenem C. necator H16 
 
Graf 8: Absorpční spektra v průběhu 7 dnů biodegradace PNF kmenem C. necator H16 
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Graf 9: Křivka absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech 
 
Z Grafu 9 je patrné, že po 2 dnech biodegradace PNF dochází k mírnému nárůstu 
absorbance a zároveň poklesu vlnové délky absorpčního maxima. V dalších dnech už dochází 
k výraznému poklesu hodnot absorbance a toho lze usoudit i snížení koncentrace PNF. Po 7 
dnech kultivace došlo k výraznějšímu posunutí absorbance z 0,406 na 0,269. 
4.4.1.1 Absorpční spektrum po 7 dnech biodegradace PNF kmenem C. necator H16 
v různém pH 
Pro měření absorpčních spekter byly použity pufry v rozsahu pH 4–9,8 (viz Tabulka 4).  
 
 
Graf 10: Absorpční spektra po biodegradaci PNF kmenem C. necator H16 v kyselém 
prostředí 
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Graf 11: Absorpční spektra po biodegradaci PNF kmenem C. necator H16 v neutrálním a 
zásaditém prostředí 
Při porovnání čistého PNF (kap. 5.2) a PNF po biodegradaci kmenem C. necator H16 lze 
zaznamenat změny v absorpčních spektrech jak v kyselém, tak i zásaditém prostředí. Vlnová 
délka absorpčního maxima po biodegradaci se v kyselém prostředí pohybovala okolo 313 nm 
na rozdíl od čistého PNF s maximem ve vlnové délce 318 nm. Stejně byla posunuta i vlnová 
délka absorpčního maxima při pH 7 ze 401 nm na 394 nm. Ve zbylých zásaditých prostředí 
vykazoval degradovaný PNF maxima vlnových délek ve 397 nm. 
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4.4.1.2 Fotografický záznam průběhu degradace kmenem C. necator H16 
 
 
 
 
 
Obrázek 6: Průběh biodegradace PNF o koncentraci 50 mg·l-1 kmenem C. necator H16. Zleva 
u všech fotek: Kultura v čistém médiu, vzorek 1 a kontrolní vzorek 2 kultury v PNF. Shora: 1., 
2. a 7. den kultivace 
 
Barevná změna média při kultivaci kmenu C. necator H16 se projevila po 2 dnech 
kultivace, kdy se z původní žluté barvy stala sytě oranžová. Avšak po 6 dnech došlo k další 
barevné změně na žlutooranžovou, která přetrvala i do 7. dne.  
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4.4.2 Průběh biodegradace PNF kmenem C. necator PHB-4 
 
Graf 12: Absorpční spektra v průběhu 7 dnů biodegradace PNF kmenem C. necator PHB-4 
 
Graf 13: Křivka absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech 
 
Z Grafů 12 a 13 je patrné, že dochází ke snižování absorbance absorpčního maxima. Po 
dvou dnech biodegradace PNF došlo k mírnému zvýšení absorbance a zárověň i ke snížení 
vlnové délky.  
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Tento trend je pozorován i u kmenu C. necator H16. Po 7 dnech kultivace došlo k poklesu 
absorbance z hodnoty 0,481 na 0,331, což dokazuje schopnost bakterií utilizovat PNF jako 
zdroj uhlíku. 
4.4.2.1 Absorpční spektra po 7 dnech biodegradace PNF kmenem C. necator PHB-4 
v různém pH 
Pro měření absorpčních spekter byly použity pufry v rozsahu pH 4–9,8 (viz Tabulka 4).  
Graf 14: Absorpční spektra po biodegradaci PNF kmenem C. necator PHB-4 v kyselém 
prostředí 
 
Graf 15: Absorpční spektra PNF po degradaci kmenem Cupriavidus necator PHB-4 
v neutrálním a zásaditém prostředí 
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Absorpční spektra PNF po biodegradaci kmenem C. necator PHB-4 se v porovnání 
s kmenem C. necator H16 liší. Odlišnosti se projevují zejména při pH 7, kdy má vlnová délka 
absorpčního maxima hodnotu 389 nm narozdíl od vlnové délky 394 nm v případě bakterie 
C. necator H16. V zásaditém prostředí se vyskytuje absorpční maximum ve stejné vlnové 
délce jako v případě produkčního kmene, avšak absorbance se od sebe liší. Výsledky 
dokazují, že se biodegradace PNF u kmene produkující PHB a jeho mutanta mírně liší. 
4.4.2.2 Fotografický záznam průběhu biodegradace kmenem C. necator PHB-4 
 
 
 
Obrázek 7: Průběh biodegradace PNF o koncentraci 50 mg·l-1 kmenem C. necator PHB-4. 
Zleva u všech fotek: Kultura v čistém médiu, vzorek 1 a kontrolní vzorek 2 kultury v PNF. 
Shora: 1., 2. a 7. den kultivace 
 
 
Obrázek 8: Porovnání roztoků PNF o koncentraci 50 mg·l-1.Zleva: čistý roztok bez kultury, 
s kmenem C. necator H16  a kmenem C. necator PHB-4 po 7 dnech kultivace 
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Již po prvním dnu kultivace C. necator PHB-4 v médiu obsahujícím PNF o koncentraci 
50 mg·l-1 je viditelná změna barvy roztoku ze žluté na žlutooranžovou, která se mění až na 
cihlově červenou.  Zajímavostí je, že se takto výrazná změna barvy média neprojevila na 
absorpčních spektrech . Ve srovnání s kmenem C. necator H16 lze tvrdit, že biodegradace 
u kmene C. necator PHB-4 probíhala za trochu jiných podmínek, což dokládá rozdíl 
barevných změn médií.  
4.4.3 Koncentrace PNF po 7 dnech biodegradace kmeny C. necator H16 
a C. necator PHB-4 
Tabulka 7: Koncentrace PNF po 7 dnech biodegradace  
bakteriální kmen A412nm cPNF [mg·l-1] zdegradovaný PNF [%] 
C. necator H16 0,315 18,89 62,23 
C. necator PHB-4 0,285 20,86 58,28 
 
Pomocí bakterie C. necator H16 byla po 7 dnech kultivace snížena koncentrace PNF 
přibližně o 62 %. U mutantního kmene neprodukující PHB došlo k odbourání  přibližně 58 % 
PNF. Větší biodegradační potenciál byl tedy prokázán u kmene produkujícího PHB. Výsledky 
koncentrací PNF po biodegradaci nejsou absolutní hodnoty, neboť při biodegradaci vznikají 
meziprodukty, které mohou absorpční spektrum PNF ovlivňovat.  
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4.5 Porovnání biodegradace PNF při různých teplotních podmínkách 
kmeny C. necator H16 a C. necator PHB-4 
Experimet proběhl při třech různých teplotních podmínkách bakteriemi C. necator H16 a 
C. necator PHB-4. Erlenmeyerovy baňky s kulturou byly ponechány při 4 °C, venkovních 
podmínkách a v termostatu při 37 °C. V průběhu kultivace byly asepticky odebírány vzorky 
suspenze pro stanovení absorpčních spekter a viability buněk. 
Cílem experimentu bylo otestovat vliv stresových podmínek na bakterie, jako jsou 
neoptimální hodnoty teplot. Těmto stresovým podmínkám jsou totiž bakterie při 
bioremediačních procesech často vystaveny. 
4.5.1 Biodegradace PNF kmenem C. necator H16 při různých teplotních 
podmínkách 
4.5.1.1 Průběh biodegradace PNF  
Tabulka 8: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 4 °C 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,352 398 
2 0,348 400 
3 0,414 400 
7 0,402 400 
13 0,388 398 
23 0,342 400 
27 0,360 401 
 
Tabulka 9: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 
venkovních podmínkách 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,293 399 
2 0,287 401 
3 0,327 399 
7 0,337 400 
13 0,311 398 
23 0,501 400 
27 0,410 401 
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Tabulka 10: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 
37 °C 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,530 398 
2 0,625 400 
3 0,338 400 
7 0,643 401 
13 0,560 402 
23 0,611 400 
27 0,570 400 
 
Biodegradace za neoptimálních teplotních podmínek měla znatelně horší průběh než při 
optimální teplotě 30 °C. Hodnota vlnových délek u absorpčních maxim se pohybovala 
v rozmezí 400±2 nm, což může být považováno za chybu  měření. Při tomto experimentu 
totiž nebyly vzorky upravovány na jednotné pH a proto mohly být spektrofotometrické 
parametry ovlivněny hodnotou pH. 
4.5.1.2 Stanovení viability buněk C.necator H16 průtokovým cytometrem 
Tabulka 11: Procenta živých buněk C. necator H16 v průběhu 23 dnů kultivace 
t 
[dny] 
lednice (4 °C) venkovní terasa termostat (37 °C) 
živé buňky [%] 
1 40,18 44,30 41,36 
2 57,39 44,76 68,03 
6 52,02 45,42 68,00 
13 55,76 56,84 67,38 
20 58,60 67,16 69,85 
23 59,45 55,20 50,20 
 
V průběhu kultivace při 37 °C se životnost buněk pohybovala v rozsahu 41–70 %, ve 
venkovních  podmínkách 44–67 % a při 4 °C 40–60 %. Z výsledků lze usoudit, že pro kulturu 
byla nejvhodnější kultivace v termostatu při 37 °C. 
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4.5.1.3 Fotografický záznam průběhu degradace bakteriemi C. necator H16 
 
 
 
 
 
Obrázek 9: Průběh biodegradace PNF o koncentraci 50 mg·l-1 kmenem C. necator H16 při 
třech teplotních podmínkách. Zleva u všech fotek: umístění při 4 °C, venkovních teplotách, při 
37 °C. Shora: 1., 13. a 27. den kultivace.  
 
V průběhu 29 dnů kultivace nebyl u baňky umístěné v ledničce zaznamenán zákal, který 
by prokázal životnost buněk. Při venkovních podmínkách došlo k mírnému zákalu roztoku až 
po 27 dnech kultivace, což bylo pravděpodobně způsobeno oteplením. U baňky umístěné 
v termostatu při 37 °C byl zákal viditelný již 2. den kultivace, což se projevilo i na výsledcích 
naměřených průtokovým cytometrem, kdy životnost buněk narostla z původních 41 % na 
68 %. 
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4.5.2 Biodegradace PNF kmenem C. necator PHB-4 při různých teplotních 
podmínkách 
4.5.2.1 Absorpční spektra v průběhu biodegradace 
Tabulka 12: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 4°C 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,313 398 
2 0,286 399 
3 0,301 400 
7 0,303 400 
8 0,300 400 
13 0,301 401 
23 0,344 400 
27 0,351 400 
 
Tabulka 13: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 
venkovních podmínkách 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,284 399 
2 0,292 401 
3 0,325 399 
7 0,351 400 
8 0,344 399 
13 0,377 401 
23 0,433 401 
27 0,413 401 
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Tabulka 14: Absorbance a vlnové délky v absorpčních maximech v průběhu kultivace při 
37 °C 
t 
[dny] 
absorbance 
v absorpčním maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu 
[nm] 
1 0,530 398 
2 0,546 401 
3 0,514 400 
7 0,512 400 
8 0,583 398 
13 0,430 401 
23 0,546 400 
27 0,474 400 
 
Biodegradace za neoptimálních teplotních podmínek měla znatelně horší průběh než při 
optimální teplotě 30 °C stejně jako v případě kmene C. necator H16. 
4.5.2.2 Stanovení viability buněk C. necator PHB-4 průtokovým cytometrem 
Tabulka 15: Procenta živých buněk C. necator PHB-4 v průběhu 23 dnů kultivace 
t 
[dny] 
lednice (4 °C) 
venkovní 
terasa 
termostat 
(37 °C) 
živé buňky [%] 
1 21,46 31,75 63,47 
2 48,52 46,01 78,05 
6 52,67 46,50 70,85 
13 59,32 56,70 69,86 
20 44,79 69,98 55,90 
23 43,50 46,70 54,42 
 
V průběhu kultivace při 37 °C se životnost buněk pohybovala v rozsahu 54–78 %, ve 
venkovních podmínkách 32–70 % a při 4 °C 21–59 %. Z výsledků lze usoudit, že pro kulturu 
byla nejvhodnější kultivace v termostatu při 37 °C. Při srovnání s kmenem C. necator H16 lze 
tvrdit, že kmen C. necator PHB-4 vykazuje vyšší odolnost při 37 °C, avšak při 4 °C je to 
naopak.  
  
46 
 
4.5.2.3 Fotografický záznam průběhu degradace bakteriemi C. necator PHB -4 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 10: Průběh biodegradace PNF o koncentraci 50 mg·l-1 kmenem C. necator PHB-4 
při třech teplotních podmínkách. Zleva u všech fotek: umístění při 4 °C, venkovních 
podmínkách, při 37 °C. Shora: 1., 13. a 27. den kultivace 
 
Stejně jako v případě produkčního kmene C. necator H16 nebyl zaznamenán 
u neprodukčního kmene zákal. Při venkovních podmínkách se mírný zákal objevil až po 27 
dnech kultivace. V baňce umístěné v termostatu při 37 °C byl zákal viditelný již po 1 dnu 
kultivace, kdy byl obsah živých buněk 63,47 %. Po 2 dnech kultivace byla dosažena nejvyšší 
hodnota 78,05 % živých buněk a dále už dochází pouze k poklesu životnosti buněk.  
4.6 Batch kultivace kmene C. necator H16 ve fermentoru 
Pro tento experiment byla zvolena nevhodnější koncentrace PNF 50mg·l-1. Biodegradace 
byla provedena pomocí bakterie C. necator H16 v 1,5 l fermentoru. V průběhu biodegradace 
byly monitorovány změny absorpčních maxim a vlnových délek a zkoumán vliv PNF na 
produkci P3HB. 
4.6.1 Stanovení biomasy a PHB v průběhu kultivace 
Při tomto expetimetu byla stanovena biomasa dvěma metodami, spektrofotometrickou a 
gravimetrickou. PHB bylo stanoveno v biomase u vzorků odebraných v rozsahu 20–51 hodin 
kultivace. 
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4.6.1.1 Stanovení obsahu biomasy ze zákalu 
 
 
Graf 16: Kalibrační závislost zákalu na množství biomasy stanoveného při λ=630 nm  
 
Tabulka 16: Obsah biomasy v průběhu 51 hodin kultivace 
t[hod] X1 [g·l-1] X2 [g·l-1] X3 [g·l-1] X [g·l-1] 
směrodatná 
odchylka 
0 0,60 0,59 0,55 0,58 0,03 
2 1,33 1,31 1,28 1,31 0,03 
18 2,92 2,88 2,79 2,87 0,07 
20 2,75 2,64 2,62 2,67 0,07 
22 2,65 2,62 2,49 2,59 0,08 
24 2,13 2,10 2,07 2,10 0,03 
43 2,02 1,99 2,14 2,05 0,08 
45 1,87 2,02 2,06 1,98 0,10 
47 1,71 1,90 1,90 1,84 0,11 
49 1,88 1,86 1,84 1,86 0,02 
51 1,83 1,82 1,84 1,83 0,01 
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Graf 17: Růstová křivka kmenu C. necator H16 
 
Maximální koncentrace biomasy bylo dosaženo v 18. hodině kultivace a její hodnota byla 
2,87 g·l-1. V následujících hodinách kultivace docházelo už pouze k poklesu koncentrace 
biomasy. 
4.6.1.2 Stanovení obsahu biomasy a PHB ze sušiny 
Tabulka 17: Obsah biomasy v průběhu 51 hodin kultivace 
t [hod] X1 [g·l-1] X2 [g·l-1] X [g·l-1] 
směrodatná 
odchylka 
0 0,42 0,30 0,36 0,08 
2 0,48 0,42 0,45 0,04 
18 1,74 1,86 1,80 0,08 
20 1,92 1,62 1,77 0,20 
22 1,68 1,74 1,71 0,04 
24 1,82 1,70 1,76 0,08 
43 1,50 1,44 1,47 0,04 
45 1,56 1,66 1,61 0,07 
47 1,7 1,42 1,56 0,20 
49 1,54 1,50 1,52 0,03 
51 1,44 1,44 1,44 0,00 
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Tabulka 18: Stanovení obsahu PHB v biomase 
t [hod] obsah PHB [%] 
20 16,53 
22 15,15 
24 14,36 
43 13,96 
45 8,35 
47 8,25 
49 8,78 
51 7,94 
 
 
 
Graf 18: Růstová křivka kmenu C. necator H16 
 
Maximální koncentrace biomasy bylo dosaženo v 18. hodině kultivace a její hodnota byla 
1,80 mg·l-1. Největší pokles biomasy byl zaznamenán ve 43. hodině kultivace. Maximální 
množství PHB obsahovaly buňky ve 20 hodině kultivace, poté už docházelo pouze k jeho 
poklesu, až na mírné zvýšení ve 49 hodině.  
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4.6.2 Stanovení absorpčních spekter PNF  
Sledování změn absorpčních maxim a vlnových délek bylo monitorováno v průběhu 
fermentace. Spektrofotometrické parametry byly měřeny při dvou hodnotách pH. 
 
 
Graf 19: Detail absorpčních spekter v průběhu biodegradace PNF při pH 7 
 
Tabulka 19: Hodnoty absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech v závislosti na 
čase kultivace 
pH 7 
t 
[hod] 
absorbance v absorpčním 
maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu [nm] 
0 0,442 400 
2 0,385 400 
18 0,328 399 
20 0,319 399 
22 0,329 398 
24 0,303 395 
26 0,447 381 
27 0,542 384 
43 0,436 385 
45 0,391 385 
49 0,363 384 
51 0,374 384 
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Graf 20: Křivka absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech při pH 7  
 
V průběhu kultivace došlo k posunu vlnové délky z 400 nm na 384 nm. U absorbance 
docházelo k postupnému poklesu, avšak ve 26. hodině kultivace došlo k výraznému zvýšení 
absorbance z hodnoty 0,303 na 0,447, ale zárověň snížení vlnové délky na 384 nm. V dalších 
hodinách absorbance postupně klesala, ale vlnová délka se téměř neměnila.  
 
Graf 21: Detail absorpčních spekter v průběhu biodegradace PNF při pH 8 
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Tabulka 20: Hodnoty absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech v závislosti na 
čase kultivace 
pH 8 
t 
[hod] 
absorbance v absorpčním 
maximu 
vlnová délka 
v absorpčním maximu [nm] 
0 0,763 402 
2 0,670 402 
18 0,535 402 
20 0,568 400 
22 0,529 401 
24 0,530 398 
26 0,531 391 
27 0,547 389 
43 0,390 385 
45 0,395 384 
49 0,382 384 
51 0,381 384 
 
 
 
Graf 22: Křivka absorbancí a vlnových délek v absorpčních maximech při pH 8  
 
Stejně jako u Grafu 20 docházelo v průběhu kultivace ke snižování absorbance, avšak ve 
26. hodině se posunula vlnová délka absorčního maxima z 398 nm do 391 nm. Posledních 6 
hodin kultivace se vlnová délka absorpčního maxima neměnila a měla hodnotu 384 nm, avšak 
došlo k poklesu absorbance, neboť bakterie utilizovaly uhlíkaté zdroje. Výrazný posun vlnové 
délky z hodnoty 402 nm na 384 nm dokazuje vznik metabolitů vznikajících při biodegradaci, 
jejichž spektrální vlastnosti se od PNF částečně liší.  
380
385
390
395
400
405
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
λ
[n
m
]
A
t [hod]
absorbance vlnová délka
53 
 
 
Tabulka 21: Koncentrace PNF v průběhu biodegradace ve fermentoru  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Z rovnice kalibrační křivky byly stanoveny koncentrace PNF v průběhu 51 hodin kultivace 
ve fementoru. Jelikož při biodegradaci dochází ke vzniku meziproduktů, které mohou 
absorpční spektrum ovlivňovat, nejedná se o hodnoty absolutní. Po 51 hodinách biodegradace 
bylo odstraněno přibližně 65 % PNF.  
 
Graf 23: Křivka závisloti otáček míchadla na čase během kultivace 
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t [hod] A412 nm cPNF [mg·l-1] zdegradovaný PNF [%] 
0 0,718 47,58 – 
2 0,627 41,54 12,70 
18 0,503 33,36 29,88 
20 0,533 35,35 25,71 
22 0,497 32,94 30,76 
24 0,489 32,40 31,91 
26 0,472 31,26 34,30 
27 0,461 30,54 35,81 
43 0,269 17,82 62,54 
45 0,263 17,45 63,32 
49 0,256 16,97 64,33 
51 0,249 16,49 65,35 
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Graf 24: Křivka závisloti obsahu kyslíku na čase během kultivace 
 
V prvních 15 hodinách kultivace nároky na kyslík rostly a poté začaly klesat. Mezi 24–26 
hodinou došlo ke změně nároků na kyslík, čímž lze předpokládat změnu metabolické aktivity. 
Z absorpčních spekter PNF i nároků na kyslík lze tedy usoudit, že mezi 24–26 hodinou došlo 
k vyčerpání zdrojů fruktosy a bakterie přešly na PNF jako zdroj uhlíku a začaly jej výrazněji 
metabolizovat.  
Otáčky byly regulovány tak, aby bylo ve fermentoru zajistěno 50 % kyslíku. V Grafu 23 je 
ve 26. hodině viditelné dosažení maxima otáček při 612 rpm, po kterém nastává postupný 
pokles. Avšak ve 35. hodině došlo k mírnému nárůstu otáček. Snižující se otáčky naznačují 
změnu metabolické aktivity buněk C. necator H16. 
  
46
47
48
49
50
51
52
53
54
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
p
O
2
 [
%
]
t [hod]
55 
 
5 ZÁVĚR 
 
• Cílem bakalářské práce bylo ověřit schonost bakteriálních kmenů Cupriavidus necator 
degradovat p-nitrofenol (PNF). Schopnost kmene Cupriavidus necator H16 byla popsána 
v literatuře, avšak podle dostupných informací u PHB-neprodukujícího kmene nebyla 
doposud tato schopnost studována. 
• Absorpční spektra PNF v čisté formě při různých hodnotách pH nám potvrdily, že tato 
sloučenina vykazuje v kyselém, neutrálním a zásaditém prostředí různé chování, které se 
projevuje jak zbarvením roztoku, tak i hodnotami absorbancí a vlnových délek 
v absorpčních maximech. Bylo dokázáno, že s rostoucí alkalitou roztoku PNF roste i 
hodnota absorbance ve viditelné části spektra.  
• Při kultivaci byly použity minerální média s 5 různými koncentracemi PNF, z nichž se 
jako nejideálnější pro další testy jevila koncentrace 50 mg·l-1. 
• V bakalářské práci byla využita průtoková cytometrie k porovnání životnosti 
bakteriálního kmene Cupriavidus necator H16 v různých koncentracích PNF. Dále byla 
porovnána odolnost bakterie Cupriavidus necator H16 a mutantního kmene Cupriavidus 
necator H16/PHB-4 v koncentraci PNF 50 mg·l-1 při neoptimálních teplotních 
podmínkách. Při kultivaci v nízkých koncentracích PNF došlo patrně během prvních 8 
dnů k utilizaci živin a uhlíkových zdrojů, což se projevilo na výsledcích, neboť nejvyšší 
koncentrace měly úmrtnost buněk nejnižší. Při kultivaci ve třech neoptimálních teplotních 
podmínkách vykazovala vyšší odolnost při 37 °C bakterie Cupriavidus necator PHB-4, 
jejíž počet živých buněk se v průběhu kultivace pohyboval v rozmezí 54–78 %. Při 
teplotě 4 °C byl naopak odolnější kmen Cupriavidus necator H16 s 40–60 % živých 
buněk. 
• Při srovnání biodegradace 50 mg·l-1 PNF bakterií Cupriavidus necator H16 a jejího 
mutantního PHB-neprodukujícího kmene lze tvrdit, že biodegradace probíhají odlišným 
způsobem. Změny jsou patrné jak vizuálně, tak i pomocí spektrofotometrie. Během 
kultivace se barva média u PHB-produkujícího kmene změnila z původní žluté na 
žlutooranžovou, ale u jejího mutantního kmene na sytě červenou. Hodnoty absorbancí 
v absorpčních maximech nabývaly nižších hodnot u kmene Cupriavidus necator H16. 
Absorpční spektra PNF po biodegradaci oběma kmeny byla proměřena v různých 
hodnotách pH stejně jako čistá forma PNF. V grafech byly zejména v kyselém prostředí 
zaznamenány u obou kmenů výrazné odchylky ve srovnání s čistým PNF, kdy docházelo 
ke snížení hodnot vlnových délek a absorbancí v absorpčních maximech. Po 7 dnech 
kultivace bylo zdegradováno za účasti bakterie C. necator H16 přibližně 62 % PNF. 
Kmenem C. necator PHB-4 bylo zdegradováno přibližně 58 % PNF. Bakterie produkující 
PHB vykazuje o něco větší biodegradační potenciál než její mutantní kmen. 
• V rámci bakalářské práce proběhla také batch kultivace ve fermentoru po dobu 51 hodin. 
Při tomto experimentu byl použit kmen Cupriavidus necator H16, který produkuje PHB. 
Nejvyššího obsahu biomasy bylo dosaženo v 18. hodině, kdy hodnota naměřená 
spektrofotometrickou metodou byla 2,87 g·l-1. Plynovou chromatografií bylo stanoveno 
PHB, jehož maximální obsah v buňkách přepočítán na suchou hodnotu buněk (16,53 %) 
byl zaznamenán ve 20. hodině kultivace. V následujících hodinách obsah PHB klesal, 
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avšak ve 49. hodině došlo k nepatrnému nárůstu. V prvních 15 hodinách kultivace 
kyslíková sonda zaznamenala postupný růst nároků na kyslík, avšak poté došlo k jeho 
poklesu. Mezi 24–26 hodinou došlo ke změně nároků buněk na kyslík, což naznačuje 
změnu metabolické aktivity. Tato změna byla pravděpodobně vyvolána tvorbou 
metabolitů při biodegradaci PNF, neboť ve 24. hodině byl naměřen mírný posun vlnové 
délky absorpčního maxima z 398 nm na 395 nm, po kterém už následoval ve 26. hodině 
výraznější posun na 381 nm. V posledních 2 hodinách kultivace se absorpční maximum 
ustálilo na 384 nm, avšak vlivem utilizace uhlíkových zdrojů bakteriemi poklesla jejich 
koncentrace, což se projevilo poklesem absorbance. Po 51 hodinách kultivace ve 
fermentoru bylo zdegradováno přibližně 65 % PNF. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
BTEX benzen, toluen, ethylbenzen, xylen 
CYPs cytochrom P450 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
PNF p-nitrofenol 
PCBs polychlorované bifenyly 
PAUs polyaromatické uhlovodíky 
PHAs polyhydroxyalkanoáty 
PI propidium jodid 
PHB poly(3-hydroxybutyrát) 
  
63 
 
8 PŘÍLOHY 
 
 
Obrázek 11: Označená populace singletů 
 
Obrázek 12: Označená populace na kanálech SALS (small angle light scattering) 
a LALS (large angle light scattering) 
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Obrázek 13: Histogram pro směs živých a mrtvých buněk 
 
